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Onderwerp: Gebruik van de Multispec bij de bepaling van het vet - en 
eiwitgehalte van melk van individuele koeien 
Doel: 
Nagaan voor de Stichting Centrale Nelkcontrole Dienst (CHD) of de 
Hultispec geschikt is voor de controle van de melkproduktie van indi-
viduele koeien voor ~>lat betreft de bepaling van het vet- en ehlitge-
halte. 
Samenvatting: 
Met de Multispec kunnen tegelijkertijd het vet-, eiwit- en laktosege-
halte van melk bepaald \Wrden door meting van de infrarood absorptie . 
De herhaalbaarheid van de Multispec voor het vet(B)gehalte is 0,05, 
voor het eiHit en laktosegehalte 0,015. De overéénstemming met de 
referentiemethoden (Gerber, Kjeldahl) gaf voor het vetgehalte een 
standaardafwijking van 0,031 en voor het ehlitgehalte een standaard-
afHijking van 0,038. Bij het onderzoek met de Hultispec bleek de 
respons lineair te zijn in het gebied ~o1aarin in de praktijk gemeten 
moet worden. Ook vertoonde de Nultispec geen nasleepeffekt. De conser-
vering van de melk had geen invloed op de te meten gehalten. 
Conclusie: 
De Multispec voldoet aan de eisen gesteld door de Cl-ID voor wat betreft 
de bepaling van het vet- en eiHitgehalte van melk van individuele 
koeien. 
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Via de melkproduktiecontrole wordt zowel de hoeveelheid als de hoe-
danigheid (vet- en eiwitgehalte) van de melkproduktie van individuele 
koeien vastgesteld. 
Hierdoor \>lord t een inzicht in de produktie van de veestapel en van 
elke koe afzonderlijk verkregen. 
De bepalingen van de vet- en eiwitgehalten van de door melkveehouders 
geleverde melk met behulp van infrarood apparatuur (Multispec en/of 
Milcoscan) zijn al jaren in gebruik bij de Melkcontrolestations. 
In dit rapport \>lordt nagegaan of de Nultispec, gebruikt voor onderzoek 
van melk van individuele koeien, aan de nauwke urigheidsetsen voor de 
produktiecontrole voldoet (bepaling van het vet- en eiwitgehalte). 
Voor individuele koeien \>lordt het gehalte aan vet in de melk bepaald 
aan de hand van de paraffineketen. De chemische samenstelling van de 
paraffineketen kan o.a. door seizoensinvloeden en verandering van 
samenstelling van de voedermiddelen varieren. 
De monsters zijn genomen op de proefboerderij "De Ossekampen" te 
lolageningen .door medewerkers van het Consulentschap voor de Melkt>lin-
ning, Melkhygiëne en Boerenkaasbereiding (Ct-fi.lB). 
2. Principe van de Multispec 
Het principe van de infrarood melkanalysator (Nultispec) berust op het 
meten van de hoeveelheid absorptie van infraroodstraling door moleku-
len bij karakteristieke vibratiefrekwenties. Deze absorptie vindt 
plaats als de vibraties van groepen in een molekuul een veranderend 
dipoolmoment veroorzaken en als de frekwentie van de opvallende 
straling gelijk is aan de vibratiefrekwentles van de groepen in het 
molekuul. 
De belangrijkste componenten van melk zijn vet, eiwit en lactose. De 
mate van absorptie van straling door deze componenten is een maat voor 
de hoeveelheid van deze componenten in de melk. De selektie van de 
golflengten gebeurt met behulp van optische interferentiefilters. Voor 
de bepaling van vet worden twee verschillende filters gebruikt, te 
weten een vet-A filter (5730 nm) voor de meting van de absorptie door 
carboxylgroepen en een vet-B filter (3450 nm) voor de paraffineketen 
(figuur 1). Voor de bepaling van het eiwitgehalte \>lordt een ei\>lit-
filter (6460 nm) gebruikt, waarbij de mate van absorptie door de pep-




Voor de bepaling van het gehalte aan lactose wordt een lactosefilter 
(9600 nm) gebruikt, waarbij de mate van absorptie door hydroxylgroepen 
bepaald wordt (figuur 3). Al teroerend \Wrd t in het piekmaximum van de 
component gemeten en in het minimum vlak naast dit piekmaximum (basis-
lijn van die piek) door keuze van het juiste filterpaar. Figuur 4 
geeft het spektrum te zien met de karakteristieke absorptiebanden voor 
de componenten van melk. 
3. Metingen met de Multispec 
De Multispec bestaat uit een homogenisator voor het homogeniseren van 
het monster, een optisch gedeelte en een elektronisch gedeelte (figuur 
5). Een monster melk \o~ordt door de homogenisator naar een smalle meet-
cuvet (weglengte door cuvet is 0,004 ~m) gepompt. Straling afkomstig 
van een infraroodbron wordt via twee vlakke- en twee holle spiegels 
opgesplitst in twee convergerende bundels, te weten een monsterbundel 
en een referentiebundel. In de monsterbundel is een interferentiefil-
ter opgenomen waarmee s traling wordt geselekteerd die nodig i s voor 
het meten van de te bepalen component. In de referentiebundel bevindt 
zich een filter voor het meten van het achtergrondsignaal o Beide bun-
dels vallen via een chopper alternerend op de mee tcuvet, die juist in 
het brandpunt van de beide convergerende bundels staat . Via een holle 
spiegel vallen beide bundels vervolgens alternerend op een infrarood 
gevoelige detector. Het monster absorbeert minder straling van de 
referentiebundel dan van de monsterbundel, waardoor de detector een 
wisselstroomsignaal afgeeft. Dit signaal wordt na ve rsterking omgezet 
in een gelijkspanning en overgebracht naar een servomotor , die een kam 
(variabele optische signaalverzwakker) , geplaatst in de referentie-
bundel, bedient. Deze kam wordt door de servomotor dusdanig in de 
referentiebundel geplaatst , dat de detector van beide bundels evenveel 
energie ontvangt , dat wil zeggen dat de detector uiteindelijk een 
signaal nul afgeeft (optisch nul principe). De verplaatsing van de kam 
in de referentiebundel wordt op een potentiometer ("Readout Potentio-
meter") afgelezen , nadat het analoge signaal omgezet is in een digi-
taal signaal (aflezing in percentages). 
Het op de potentiometer afgelezen signaal is een maat voor de con-
centratie van de te bepalen component in het monster . 
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Het verband tussen dit signaal en de concentratie is echter exponen-
tieel, hetgeen volgt uit de \vet van Lambert-Beer: Io = ekcl waarin 
I 
Io = intensiteit (energie) van de opvallende straling 
I intensiteit van de doorgelaten straling 
k konstante 
1 = weglengte door de cuvet 
c = concentratie van de te bepalen component 
Door gebruik te maken van een log/ lin schakeling ~•ord t het verband 
tussen signaal en concentratie lineair: 
A = log 12.. = (k log e) cl =(_cl. Hierin is: 
I 
A = absorptie 
~ = molaire absorptiecoäffici~nt. 
Er is nu een lineair verband verkregen tussen absorptie en concentra-
tie. 
De wet van Lambert-Beer geldt indien gebruik gemaakt lo~ordt van mono-
chromatisch licht en van heldere en voldoend verdunde oplossingen. 
In de praktijk blijkt echter dat er enigermate interferenties tussen 
de componenten optreden. 
4. IJking van de Multispec 
De Multispec wordt geijkt aan de hand van tenminste een 12-tal 
monsters, waarvan de gehalten van de te bepalen componenten met refe-
rentiemethoden zijn geanalyseerd. Voor vet is dit de Gerber-methode 
(1), voor eiwit de Kjeldahl-methode (2) en voor lactose een enzyma-
tische methode (3). 
Deze monsters worden vervolgens gemeten met de Hultispec, resulterend 
in procentuele gehalten voor vet, eiwit en lactose als output. Deze 
gehalten zullen in het algemeen niet overeenstemmen met gehalten 
gevonden met de referentiemethoden, omdat bij infraroodmeting van elke 
afzonderlijke component in melk het signaal wordt be'invloed door de 
andere componenten. Een eerrektie is derhalve nodig. 
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De niet gecorrigeerde output wordt in het geheugen van het apparaat 
opgeborgen en vervolgens met correktiefaktoren omgerekend tot de 
gehalten die overeenkomen met die van de referentiemethoden. Gorrek-
ties zijn nodig in verband met een tweetal effekten die optreden: 
a. de overige componenten in de melk nemen een be paald volume in, 
resulterend in minder water in de meetcel (waterverplaatsings-
effekt). Een gevolg hiervan is dat er netto een te laag gehalte 
wordt gemeten voor de te bepalen component; 
b. de andere componenten in de melk kunnen energie absorberen bij 
dezelfde golflengte \vaarbij de te bepalen component wordt gemeten. 
In de praktijk blijkt effekt A veel groter te zijn dan effekt B. Beide 
effekten zijn echter te combineren en leveren doorgaans een positieve 
correktiefaktor op voor het niet gecorrigeerde gehalte. 
Omdat het \vaterverplaatsingseffekt lineair afhankelijk is van de con-
centraties van de overige componenten, is de correktiefaktor eveneens 
lineair afhankelijk van deze concentraties. 
Wordt het vetgehalte gemeten, dan hebben eiwit en lactose een invloed 
op de meting. Deze invloed \vordt weergegeven door de faktoren e/v en 
1/v. Bevat de melk E% eiwit en L% lactose, dan \vOrden deze fa kt oren 
respektievelijk E e/v en L 1/v. Hierin is 
e/v eiwit op vet correktiefaktor en 
1/v lactose op vet correktiefaktor. 
Alle optische instrumenten geven als eenheid voor een te bepalen 
component een gehalte per eenheid van volume. Dit moet omgezet lilOrden 
naar gehalte per gewichtseenheid. Voor vet wordt dit uitgevoerd met 
behulp van een vet op vet correktiefaktor v/v. 
Bovenstaande resulteert in de volgende vergelijking: 
% V = (Vinstr • v ) + (Einstr • e ) + (Linstr • ! ) 
V V V 
Nu is 
% V = gecorrigeerde vetgehalte 
vinstr gemeten, niet gecorrigeerde gehalte aan vet 
E . 1.nstr gemeten, niet gecorrigeerde gehalte aan eilüt 
1 i nstr gemeten, niet gecorrigeerde gehalte aan lactose 
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Voor eiwit geldt: 
% E = (Einstr • ~ ) + (Vinstr • v ) + (Linstr • l ) 
e e e 
Voor lactose geldt: 
% 1 = (Linstr • l ) + (Vinstr • ~ ) + (Einstr • e ) 
1 e 1 
Hierin is: 
% E = gecorrigeerde eiwitgehalte 
% L gecorrigeerde lactosegehalte 
e = eiwit op eiwit correktiefaktor 
e 
1 = lactose op lactose correktiefaktor 
1 
v = vet op eiwit correktiefaktor 
e 
1 = lactose op eiwit correktiefaktor 
e 
e eiwit op lactose correktiefaktor 
1 
De le term achter het = teken stelt een helling voor ( faktoren ~' e en l) 
de som van de 2e en 3e term stelt een intercept voor. v e 1 
Zo\olel de helling als het intercept kunnen bijgeregeld worden. 
De Hultispec kan gecalibreerd worden met standaardoplossingen. Voor 
vet wordt butyro-lacton (vetfilter A) en saccharose (vetfilter B) 
gebruikt, voor eiwit calciumprionaat en voor lactose lactosemonohy-
draat. Verandert de respons van het apparaat voor deze componenten, 
dan kan dit door bijstellen van de helling veranderd \olOrden. 
De temperatuur moet konstant gehouden worden, vooral omdat de absorp-
tiebanden voor water in het deel van het IR-spektrum, waarin gemeten 
wordt, extreem gevoelig zijn voor temperatuursschommelingen. De t empe-
ratuur van de meetcuvet wordt op 40°C gehouden. 
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De monsters worden voorverwarmd tot (40 ± 2)°C , De homogenisator heeft 
een temperatuur van 43°C. IR-straling wordt door vetbolletjes 
verstrooid. Om stabiele , homogene emulsies te verkrijgen , nodig voor 
juiste metingen, wordt het monster op 43°C gebracht, omdat bij deze 
temperatuur het vet in de melk gesmolten is (smeltpunt 38°C). 
5 . Resultaten en Discussie 
5 .1 Herhaa..!_ baarhei~ ~aE_ ie_ aE_a..!_y2_e_binE_eE_ één iait ( 4) 
De herhaalbaarheid van de bepalingen met behulp van de l-iultispec loler-
den getest door één monster melk (gespreid over één dag) 10 maal te 
analyseren. In tabel I wordt een overzicht gegeven van de verkregen 
resultaten. Er is geen verloop in de gehalten geconstateerd. 95% van 
alle verschillen tussen 2 analyses op één dag verricht is kleiner of 
gelijk aan 0 , 05% voor de vetbepaling met behulp van het B-filter; 
0,03% voor de vetbepaling met het A-filter en 0,015% voor de eiwit- en 
lactosebepaling. 
Tabel 1 Een monster tienmaal geanalyseerd op één dag 
Vet(B) % Eil<lit % Lactose % Vet(A) % 
4, 08 3, 21 4, 45 4,10 
4 , 08 3, 21 4,45 4, 12 
4,12 3 , 21 4,46 4,13 
4 , 08 3,21 4 , 45 4 , 12 
4 , 09 3 , 22 4 , 46 4, 13 
4,11 3,21 4,45 4 , 10 
4 , 09 3,22 4,46 4 , 11 
4 , 12 3, 22 4 , 46 4,12 
4,09 3,21 4,45 4,12 
4,09 3, 21 4, 45 4,12 
gemiddeld 4 , 095 3, 213 4,454 4,117 
s 0,016 0,005 0,005 0,011 
herhaal-
baarheid 0,05 0 , 015 0, 015 o, 03 
5.2 Ov~r~eE_s.!_e~min~ Hu..!_t.!s.E.e~ ~e.!. ie_refer~n.!_ie~thoie.E. 
Van 138 monsters melk, afkomstig van individuele koeien , zijn, ver-
deeld over 6 series van 19 tot 40 monsters, het vet- en eiwitgehalte 
met de Multispec bepaald en vergeleken met l~t vetgehalte bepaald 
volgens de methode Gerber -methode (1) en het eiwitgehalte volgens de 
Kjeldahl -methode (2). 
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In tabel 2 staan per serie het gemiddelde verschil en de standaardaf-
wijking van de verschillen tussen de Nultispec en de referentiemethoden 
vermeld. 
Tabel 2 
Vet (Nultispec-Gerber) eh1it (Nultispec-K 'eldahl) 
serie aantal gem. verschil s(verschil) aantal gem .verschil s( verschil) 
1 40 +0,011 0,030 40 -0 ,033 0,041 
2 19 -0,019 0,034 20 +0,006 0,041 
3 20 +0,017 0, 03LI 20 -0,031 0,038 
4 20 -0,005 0,026 20 -0,022 0,039 
5 19 +0,017 0,024 19 +0 ,009 0,028 
6 19 -0 ,018 0,038 19 +0,007 0,041 
gemid<eld +0,001 0,031 -o, 011 0,038 
gepoold 0,031 0,039 
Tussen de Nultispec en de referentiemethoden is geen niveauverschil 
aan te tonen. De standaardafwijkingen van de verschillen zijn verge-
lijkbaa r met de standaardafwijkingen bij de Gerber-Gerher en de 
Kjeldahl-Kjeldahl verschillen. De frequentieverdelingen en de histo-
grammen van de verschillen tussen de vet- , resp. eiwitgehalten, 
verkregen met de Multispec en de referentiemethoden , zijn gegeven in 
de bijlagen 1 en 2. 
De verschillen liggen voor vet tussen -0,08% en +0,09% en voor eiwit 
tussen -0,10% en +0,09%. 
5.3 Na2._lee.E_e!_fek:!_ 
Bij de bepalingen met behulp van de Multispec mag er geen nasleepeffekt 
optreden, er mag dus geen onderlinge beïnvloeding ontstaan tussen 
bijv. een monster met een hoog vetgehalte en een monster met een laag 
vetgehalte. In t abel 3 zijn de onderzoekresultaten van een monster met 
een hoog en een laag vet-, eiwit- en lactosegehalte evenals een 
monster dat verdund is met water vermeld. Ieder monster werd in drie-
voud geanalyseerd . In tabel 3 zijn de gemiddelden van deze drie be pa-
lingen vermeld. Uit de onderstaande ~.,aar nemingen kan geconcludeerd 





Tabel 3 Nasleepeffekt 
Honster Vet(B) % Eiwit % Lactose % Vet(A) % 
1 3,90 2,78 4,65 3,89 
2 1,50 3,60 4,85 1,51 
1 3,89 2,79 4,65 3,89 
onverdund 5,20 3,40 4,50 5,19 
verdund 2,10 1,37 1,81 2,09 
onverdund 5,20 3,39 4,50 5,19 
5.4 Lineariteit 
Het behulp van de standaardoplossingen, butyrolacton (1,600 g in 100 
ml) , watervrij calciumpropionaat (1,216 g in 100 ml) , lactose mono-
hydraat (5,000 g in 100 ml) en saccharose (30.000 g in 100 ml) is de 
lineariteit voor vet(B), eiwit, lactose en vet(A) nagegaan. De stan-
daardoplossingen werden in de verhouding 3:1, 1:1 en 1:3 met water ver-
dund en uitgedrukt als resp. % vet, % eiwit , % lactose en % vet. Uit 
bijlage 3 blijkt dat de respons lineair is in het gebied waarin in de 
praktijk gemeten wordt. 
5.5 Anal.zs~s.E_rei2_ing_t.!!_s~e!!..!!.a_ae!!_ 
Om de analysespreiding van de Hultispec tussen dagen te bepalen is ge-
bruik gemaakt van standaardoplossingen (melk kan bederven). De volgen-
de standaardoplossingen zijn gebruikt: 
Butyrolactone 16,00 g tot 1 liter voor vet(A) 
Calciumpropionaat: 10,00 g tot 1 liter voor eiwit 
Lactose 51,40 g tot 1 liter voor lactose 
Saccharose 300,00 g tot 1 liter voor vet(B) 
De standaarden zijn op 6 verschillende dagen op verschillende tijd-










Vet B Eiwit Lactose Vet A 
Dag Saccharose Calciumpropionaat Lactose Butyrolactone 
1 5,76-5,78 2,86 -2,82 4' 32-4 '2 9 7' 12-7 ' 08 
2 5,78-5,79 2, 84-2' 84 4' 32-4' 31 7,12-7 ,10 
3 5 , 79-5,78 2,84-2,84 4, 31-4,31 7,12-7,10 
4 5,80-5,80 2, 85-2,85 4, 31-4,31 7,12-7,12 
5 5, 80-5 '80 2, 84-2 ,83 4,30-4 ,31 7, 12-7, 12 
6 5 ,80 -5 , 80 2,83 -2 ,83 4, 33-4,33 7,12-7,11 
gemiddeld 5,79 2,84 4,31 7,11 
s(binnen dagen) 0,007 0,012 0,010 0,014 
s (tussen dagen) o, 011* afwezig 0,006 afwezig 
s (totaal) 0,013 0,012 0,012 0 , 014 
reproduceer-
baarheld 0,037 0,034 0,033 0,041 
* significant aanwezig 0,01 < a < 0,05 
De gevonden gehalten vertonen geen verloop met de tijd. Tevens zijn de 
standaarddeviaties berekend binnen dagen en tussen dagen, alsmede de 
totale standaarddeviatie. In het korte tijdsbestek van 6 dagen is er 
alleen bij de bepaling van saccharose (vet B) een geringe extra 
spr eiding tussen de dagen aanwezig . Voor alle bepalingen ligt de 
totale spreiding op eenzelfde niveau. 
s 2 (totaal)= s2 (binnen dagen)+ s2 (tussen dagen). De reproduceer-
baarheld binnen een week is 2 v-2 x s (totaal) en loopt voor de 4 stan-
daarden in het tijdsbestek van één ,.,eek van 0,03 tot 0,04. Opgemerkt 
zij dat het aantal waarnemingen echter gering i s. 
5.6 Invloed van conserveermiddel 
Van een twintigtal melkmonsters is voor en na conservering met 
natriumazide, het vet-, eil.,it- en lactosegehalte met de t-tultispec 
bepaald. De analyseresultaten en de verschillen tussen de geconser-
veerde en ongeconserveerde monsters staan vermeld in bijlage 4. Tabel 
5 geeft een samenvatting van deze resultaten. Uit deze tabel blijkt 
dat er geen niveauverschillen tussen de geconserveerde en ongeconser-
veerde monsters zijn aan te tonen, omdat de toetsingsgrootheid 
( t) (= gem ) kleiner is dan de kritieke t bij 19 vrijheidsgraden 
s ( gem) 
(t + (a= 0,05; n = 20) = 2,09). 
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Tabel 5 Verschil Congeconserveerd - geconserveerd) in % 
Vet Ei~11it Lactose 
n 20 20 20 
gem. -0,006 +0,004 +0,004 
s 0,0193 0,0118 0,0099 
s( gem.) 0,0043 0,0026 0,0022 
t 
-1,39 1,52 1,81 
6. Samenvatting 
De bepaling van het vet-, eiwit- en lactosegehalte door meting van de 
infraroodabsorptie heeft het grote voordeel dat deze drie componenten 
tegelijkertijd en zonder gebruik te maken van reagentia gemeten kunnen 
worden. Het verkrijgen van goede resultaten hangt af van de calibratie 
van de Nultispec met behulp van de referentiemethoden. Voor '"'at de 
bepaling van het vetgehalte met behulp van de Nultispec betreft werd 
een standaardafwijking van 0,031 gevonden en voor de bepaling van het 
eiwitgehalte een standaardaf~11ijking van 0, 039. Tussen de Nul tispec en 
de referentiemethoden is geen niveauverschil aan te tonen. De stan-
daardafwijkingen van de verschillen zijn vergelijkbaar met de stan-
daardafwijkingen bij de Gerber-Gerher en de Kjeldahl-Kjeldahl 
verschillen. Bij het onderzoek met de Nultispec bleek de respons 
lineair te zijn in het gebied waarin in de praktijk gemeten moet 
worden. Ook vertoonde de Multispec geen nasleepeffekt. De conservering 
van de melk met natriumazide had geen invloed op het niveau van de 
bepaling van vet-, eiwit- en lactosegehalte. 
7. Conclusie 
De Nultispec voldoet aan de eisen gesteld door de CND voor wat betreft 
de bepaling van het vet- en eiwitgehalte van melk van individuele 
koeien. 
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